G ranulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) is a growth factor already in clinical use for the treatment of chemotherapy-associated neutropenia. 1 During the past 9 years, a vast body of evidence has demonstrated that G-CSF is a potent neuronal growth factor with multimodal antiapoptotic, arteriogenic, and neurogenic properties.
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The large amount of animal data from different laboratories and their meta-analyses indicated G-CSF as one of the most promising drug candidates for stroke treatment. [5] [6] [7] In particular, G-CSF had been shown to improve long-term functional recovery after stroke even if treatment was delayed for days. 8 A phase IIa clinical trial in 43 acute ischemic stroke patients demonstrated feasibility and safety of intravenous G-CSF therapy in acute stroke 9 and allowed identification of an optimal dose of 135 µg/kg body weight over 72 hours for this trial. The aim of the AX200 for Ischemic Stroke (AXIS) 2 trial was to show clinical efficacy of this dose for the treatment of acute ischemic stroke.
Materials and Methods

Study Type and Randomization
AXIS 2 was a European, multicenter, placebo-controlled, randomized, and double-blind trial. The study was performed according to the International Conference of Harmonization Good Clinical Practice and was approved by the respective regulatory authorities (first approval received from the lead ethics committee of Linz, Austria on March 16, 2009; first approval for a whole country was received for Austria on March 31, 2009), and by the local ethics committees of all study sites. Informed consent of patients was required before they were entered into the study. Design and content of the consent form were according to country regulations and approved by the lead and local ethics committees. Patients with acute ischemic stroke were randomly assigned to either placebo or verum medication by an interactive Web response system.
Drug Dosing and Application
A cumulative dose of 135 µg/kg body weight recombinant human G-CSF (Filgrastim; AX200; SYGNIS, Germany) over 72 hours was compared with identical-looking placebo (saline). One-third of the total cumulative dose was administered as an intravenous bolus (30-minute infusion), whereas the remainder of the dose was administered as continuous intravenous infusion at a steady rate over 72 hours. For infusion, the study drug was diluted with 5% dextrose.
Study Design: Inclusion and Exclusion Criteria
The main inclusion criteria were initial National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) score from 6 to 22, age 18 to 85 years, a time window of ≤9 hours after onset of stroke symptoms, and stroke localization in the middle cerebral artery territory. We chose a time window of 9 hours on the basis of a consensus among steering board members considering the presumed mode of action of G-CSF (both neuroprotective and neuroregenerative properties). Subgroups on the basis of time of inclusion and regression analyses with the factor inclusion time had been predefined to detect possible time window-dependent effects of G-CSF treatment. MRI was obligate before inclusion. A minimum diffusion-weighted imaging (DWI) lesion size of 15 mL was targeted, which was implemented by the following rule: on the slice showing the largest extension of the infarct, the largest diameter of the lesion should be ≥3 cm and should be visible on ≥3 consecutive slices (slice thickness 5 mm). If this rule could not be applied (eg, because of an irregular shape or partially separate volumes on the slices), then the patient could be included in the clinical study if the investigator provided written justification that the patient fulfilled this inclusion criterion. Treatment with recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA) was allowed whenever patients fulfilled all of these criteria after having received thrombolysis. Main exclusion criteria were signs of a very severe stroke on imaging (carotid T occlusion, more than two-thirds of the media territory, signs of midline shift), hemorrhagic, and lacunar strokes.
The initial protocol was amended after 21 patients already had been included to improve recruitment. According to the amendment, the NIHSS entry limit was lowered from 8 to 6, and patients with previous rt-PA treatment were allowed to participate as described.
Study Logistics and Conduction
The study was conducted at 78 European centers, with 51 centers actively recruiting. Participating countries were Austria, Belgium, Czech Republic, Germany, Poland, Slovakia, Spain, and Sweden. Details of participating centers and investigators are given in Table I in the online-only Data Supplement. Recruitment started in August 2009, and the total study duration was 24 months. Physicians who examined patients for outcome parameters were trained and certified for modified Rankin scale (mRS) and NIHSS evaluation. The raters were not allowed to have access to patients' laboratory records to ensure blinding. NIHSS score was obtained at baseline (day 1) and on each of the next 3 days (days 2-4); 90 days after inclusion, the NIHSS, Barthel index, and mRS scores were determined. Routine laboratory tests, differential blood counts, cytokines, and G-CSF levels were obtained at baseline and then daily for the first 4 days. All analyses were performed at a central laboratory (Clearstone Central Laboratories, Baillet, France). An independent data safety monitoring board continuously monitored serious adverse events. In addition, the data safety monitoring board held meetings after 25%, 50%, and 75% of patients had been recruited for review of adverse events, safety laboratory values, and concomitant medication.
Imaging
MRI data were obtained at baseline (fluid attenuation inversion recovery [FLAIR], T2, T2*, DWI, time-of-flight magnetic resonance angiography, perfusion-weighted imaging [PWI] ) and at day 30 (FLAIR, T2, T2*). MRI readings were performed using a proprietary semiautomatic reading system (BioClinica, Lyon, France) by 3 independent and blinded readers. DWI and FLAIR volumes were semiautomatically delineated using segmentation and editing tools. PWI volumes were semiautomatically derived from relative mean transit time PWI maps by including all pixels with a mean transit time >2 seconds compared with a healthy contralateral region. Mismatch was defined by both direct subtraction of total PWI and DWI volumes and by voxel-based difference.
End Points
The primary end point was a difference of the mRS score at day 90 between G-CSF and placebo-treated patients; the secondary end point was a difference in NIHSS score at day 90 between G-CSF and placebo-treated patients. Both main analyses for the primary (mRS) and secondary (NIHSS) end points as well as power calculations for both variables were based on a linear model. We chose this analysis type for these ordinal-type variables because of (1) the ease of understanding and interpreting a mean point difference on these scales in contrast to odds ratios or other measures, (2) the robustness of t-based statistics for ordinal scales, 10, 11 and (3) the generally increased power of this approach. Analysis of the VISTA database has shown largely equivalent results for linear and ordinal logistic regression analyses of the mRS. 12 In-depth discussions of the permissibility of this approach are available. [13] [14] [15] To guard against any misinterpretation of results, we also have predefined more conservative ordinal logistic regression analyses for the full and dichotomized mRS scales (0-1/2-6 and 0-2/3-6 cuts).
The trial was powered to detect a point difference on the mRS of ≤0.45 with 80% probability on the basis of clinical expert opinions that a 0.5-point difference on the mRS would be a clinically meaningful difference in stroke outcome. Analyses of end points were adjusted for age, NIHSS at baseline, and initial DWI volume. 12 This statistical analysis model increased power of effect detection by including DWI volume compared with previously used models and resulted in a targeted sample size of 328 patients. Additional exploratory analyses were prespecified for Barthel index, infarct growth, adverse events, mortality, cytokines, and hematology.
to International Conference of Harmonization guideline E9 [statistical principles for clinical trials], as well as per protocol set). The primary efficacy variable mRS at score day 90 was modeled using parametric least squares with the treatment group as the main independent variable. Age, NIHSS at baseline, log10-transformed diffusion volume deficit at baseline, and the treatment with rt-PA were included in the model as covariates. Additionally, the interaction between treatment and rt-PA was included. Additional analyses were performed with logistic regression with the mRS as the ordinal scale. Statistical analyses were performed using SAS 9.1 and JMP 9.0.1 (SAS Institute, Heidelberg, Germany). P<0.05 (2-sided if applicable) was considered significant.
Results
Study Sets and Baseline Characteristics
A total of 328 patients were randomized into the study (Figure 1 ). The safety set comprised 324 patients because 4 patients did not receive any study medication and were excluded from the analysis. The full analysis set, after the intention-to-treat principle, contained 323 patients because 1 patient had a hemorrhagic instead of an ischemic infarct as determined by imaging. The per protocol set contained 272 patients; 51 patients were excluded from the per protocol set, of whom 10 patients had solely lacunar infarcts, 17 patients had intracranial hemorrhage in addition to ischemic lesion at baseline, and 9 patients had ischemic infarcts outside the middle cerebral artery territory (6 anterior cerebral artery, 3 posterior cerebral artery; these deviations were identified by central MRI evaluation). Furthermore, there were 6 patients with no primary end point available (eg, lost to follow-up), 4 patients who had received <50% of study medication, 3 patients with erroneous randomization or treatment not according to randomization, 1 patient with no MRI at baseline, and 1 patient with stroke onset >10 hours. Our goal to include only patients with initial DWI volumes of >15 mL was not reached because only 208 of 272 patients (76%) fulfilled this criterion by DWI image analysis. The rule described previously, therefore, proved largely insufficient as a means of estimating DWI volume before randomization.
Demographic and stroke-specific baseline characteristics were similarly distributed between both arms, with slightly larger DWI lesions and higher NIHSS scores at baseline for the active arm (Table 1) . Patients in the active arm had a greater mean PWI/DWI mismatch.
Laboratory Parameters
During the first 4 days, G-CSF levels followed the profile known from the AXIS trial 9 ( Figure 2A) . Peak levels at day 1 returned to normal values at day 4. The corresponding hematologic dynamics were also in the expected range, with a similar increase in white blood cells in the G-CSF group mainly caused by neutrophils ( Figure 2B ). Monocytes also were elevated as expected ( Figure 2C ). As noted in the previous AXIS trial, 6 platelet counts decreased slightly in the G-CSF arm relative to placebo (P<0.05) but remained within the normal range ( Figure 2D ).
Concerning the serum levels of various cytokines, such as interferon-γ, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, and tumor necrosis factor-α, G-CSF treatment significantly lowered IL-1 levels, whereas the other cytokines remained stable (Figure 3) .
Other blood chemistry parameters monitored, such as electrolytes (Na, K, Ca), activated partial thromboplastin time, international normalized ratio, creatinine, or creatine kinase, are shown in Table II 
Vital Signs and ECG
Unexpectedly, hemodynamic parameters in the G-CSF treatment group were affected. Heart rate was significantly increased as compared with placebo (day 2; G-CSF arm: 82.6±1. , and a per protocol set (PPS) were defined during blind review. The SAF contained 324 patients because 4 patients did not receive any study medication. The FAS contained 323 patients because 1 patient had a hemorrhagic infarct. The PPS consisted of 272 patients. Reasons for exclusion from the PPS were as follows: solely lacunar infarcts, intracranial hemorrhage at baseline, ischemic infarct outside of the middle cerebral artery territory, no primary end point available (eg, lost to follow-up), <50% of study medication received, erroneous randomization or treatment not according to randomization, no MRI at baseline, and stroke onset >10 hours. Estimation of the product of total peripheral resistance times stroke volume from MAP and heart rate also showed a significant decrease during G-CSF treatment. There was also a small yet significant impact on pulse pressure (systolic and diastolic blood pressure; not shown). Also, unexpectedly, in the treatment group, we observed a slight but significant overall increase of body temperature relative to placebo by 0.2°C for the mean temperature over 4 days (from 36.8±0.04°C versus 37.0±0.04°C [mean±SEM] ) and an increase of 0.22°C for the maximum temperatures achieved during a 4-day observation period (37.19±0.05°C versus 37.41±0.05°C [mean±SEM]). Interestingly, blood pressure was directly related to the presence of G-CSF. Blood pressure normalized to placebo values at day 4 after the end of G-CSF infusions, whereas both heart rate and body temperature remained altered 1 day after the end of G-CSF therapy.
Abnormal findings in ECG were equally distributed between treatment groups, with only 1 new clinically relevant ECG finding reported for a patient in the placebo group.
Adverse Events
The total incidence of adverse events was similar in the G-CSF and placebo groups (ie, 98% versus 95% of patients). The majority of adverse events in both treatment groups were judged to be mild or moderate. The most frequently reported adverse events were infections (in 56% versus 53% of patients receiving G-CSF or placebo, respectively), constipation (in 22% versus 24%; G-CSF versus placebo), hypokalemia (28% versus 15%; G-CSF versus placebo), and fever (32% versus 20%; G-CSF versus placebo). Fever was significantly more often diagnosed in G-CSF-treated patients (P=0.0163; Fisher exact test), as was hypokalemia (P=0.0068; Fisher exact test). The highest imbalance of fever was reached on day 2 (9% versus 4%; G-CSF versus placebo).
Serious adverse events occurred at a similar incidence in both treatment groups (39% of patients in both groups; Table 2 ). Nervous system disorders were the most frequently reported serious adverse events in both groups (22% versus 15%; G-CSF versus placebo), followed by infections (8% and 9%; G-CSF versus placebo) and cardiac disorders (both 6%). The majority of serious adverse events in both groups were judged to be not related or unlikely related to the study medication.
In total, 4 suspected unexpected serious adverse reactions were reported to the competent authorities and relevant ethic committees in accordance with regulatory requirements. One serious adverse event in the placebo group (pyrexia) and 3 serious adverse events in the G-CSF group (brain edema and 2 events of ischemic stroke) were judged to be likely related to the study medication by the investigators. In the end, none of these serious adverse events was judged as definitely related to study medication.
In total, 65 patients died within the observation period of 90 days: 35 patients (21.7%) in the G-CSF group, and 30 patients (18.4%) in the placebo group (P=0.4; Fisher exact test). Most frequent causes of death included bronchopneumonia, cerebrovascular accident, and brain edema. All serious adverse events leading to death were not related or unlikely related to study medication, with the exception of 1 event of brain edema in the G-CSF group judged to be likely related to this treatment by the investigator.
Efficacy
G-CSF had no significant effect on any of the prespecified primary and secondary outcome variables ( Table 3 ). The mean mRS score at day 90 was 3.3 for the G-CSF treatment group and 3.1 for the placebo group (P=0.3). The secondary outcome parameter (difference in the NIHSS score at day 90 between G-CSF treatment and placebo) did not show any positive effect of treatment either (mean NIHSS scores were 8.9 for G-CSF and 8.5 for placebo; P=0.61). No significant differences were seen for other explanatory end points (Barthel Likewise, no significant difference in the NIHSS score (day 90) with regard to G-CSF treatment could be detected in the rt-PA-treated and nontreated subgroups.
Final infarct volume (MRI FLAIR) was not significantly different between treatment groups (G-CSF: 59.0±6.9 mL, placebo: 65.9±6.6 mL; Table 3 ). However, there was a considerable initial disadvantage for G-CSF because of a larger perfusion deficit and a larger mismatch area at baseline. Considering the smaller total and cortical final infarct volumes, one could speculate on an efficacy signal on lesion growth. An exploratory analysis of the final infarct volume considering PWI deficit, treatment group, and rt-PA cotreatment revealed significant interactions of PWI and treatment group (P<0.01), suggesting that G-CSF may have an inhibitory effect on infarct growth in patients with large PWI deficits.
Discussion
From the preclinical point of view, G-CSF was a promising candidate for the therapy of acute ischemic stroke. The drug showed clinical safety in 2 pilot trials 14, 15 and showed hints of possible clinical efficacy (AXIS 2a study);
6 this led to a phase IIb trial testing 135 µg/kg G-CSF against placebo in patients with medium and large ischemic infarcts in the middle cerebral artery territory ≤9 hours after symptom onset. Unfortunately, the promising preclinical data could not be translated into clinical efficacy in a larger patient cohort. Treatment with G-CSF over 3 days did not show any improvement in clinical outcome after 3 months. Slight imbalances in baseline parameters were widely adjusted for in the present analysis model and cannot explain the absence of efficacy. A, G-CSF levels reached peaks at day 1 and almost returned to baseline levels on day 4, 1 day after the end of infusion therapy. B, G-CSF led to the expected increase in white blood cells (WBCs) with a peak at day 3. C, Monocytes also increased under G-CSF therapy. D, There was an expected slight decrease in platelet counts after G-CSF treatment. Platelet counts remained, however, in a clinically safe range. rhG-CSF indicates recombinant human granulocyte colony-stimulating factor. 
G-CSF Placebo
Stroke
The reasons for the failure of G-CSF remain obscure. The overall study quality and conduct were good, with the only exception being a deviation from the intended DWI lesion size on inclusion. Analysis of pharmacokinetics and pharmacodynamics of G-CSF showed exactly the expected effects on the hematopoietic system, thus proving adequate adherence to dosing protocols.
Inclusion of rt-PA-pretreated patients could have been potentially problematic, because one could assume that the effect of G-CSF might get diluted because of the efficacy of rt-PA. This set of patients was, however, required to fulfill all inclusion criteria after rt-PA treatment as well, and separate analyses of rt-PA-treated and nontreated patients revealed no obvious difference in the effects of G-CSF on clinical outcome.
Potential other reasons for our inability to detect any treatment effect may lie in a relatively large number of centers (n=51) needed to recruit the patients in the study, and this would likely increase residual variation and not obscure differences between treatment groups. The time window (9 hours) may be considered too long for an initial proof of concept trial, but prespecified subanalyses at shorter inclusion times have not detected any signs of efficacy at earlier times. Unwanted unblinding in the study because of leukocytosis was guarded against by the separation of treating and evaluating physician and, in any case, would have worked in favor of a beneficial effect of G-CSF. Finally, in view of the absence of any major difference in outcome parameters means or medians, it is very unlikely that increasing the study population further would have yielded any result different from the one obtained.
The dose chosen in this trial was based on exploratory analyses of the previous AXIS trial and was the second highest dose explored in that trial. Selection of this dose level was based on the observation that no further increase in exploratory efficacy occurred beyond that. It is possible that this was not the optimal dose selected, and it is also possible that a longer duration of the treatment could have been beneficial. However, the total lack of treatment response makes it questionable whether a comparably small change in treatment dose or timing would have produced a therapeutically relevant effect.
Several unexpected effects of G-CSF on physiological parameters were identified in the trial. First, G-CSF caused a significant lowering of serum potassium concentrations and a doubling of the incidence of hypokalemia. This did not, however, result in any cardiac disorders in G-CSF-treated patients. Second, G-CSF led to a decrease in mean MAP and an increase in heart rate. The decrease in MAP is most likely caused by a direct acute effect of G-CSF on the vasculature with a lowering of peripheral resistance. Effects of G-CSF on the arteriogenesis and angiogenesis have been described in animal models, although direct relaxation of the vascular tone has not yet been reported. 8 This effect is likely mediated by stimulation of the G-CSF receptor on endothelial cells. We presume that the increase in heart rate is indirectly caused by a combination of MAP lowering and temperature increase. Third, there was a significant increase in mean body temperature by 0.2°C and an increased incidence of reported fever. Renal and urinary disorders 1 (0.6) 1 (0.6)
There is no significantly different distribution of SAEs. Only 1 of the SAEs was judged as likely related to study medication (brain edema). G-CSF indicates granulocyte colony-stimulating factor; and SAEs, serious adverse events. SAEs by system organ class. Shown are mRS and NIHSS at day 90, lesion volume (fluid attenuation inversion recovery) at day 30, and mortality until day 90. There are no significant differences in outcome. P values for mRS and NIHSS were calculated using a multiple linear regression model with covariates age, NIHSS at baseline, and diffusion-weighted imaging volume at baseline. P values for lesion volume were calculated using the log10 values of the volumes. P values for mortality were calculated using Fisher exact test. All values are shown as means with confidence intervals. G-CSF indicates granulocyte colony-stimulating factor; FAS, full analysis set; ITT, intention-to-treat; mRS, modified Rankin scale; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; and PPS, per protocol set. Despite their small effect size, several of these systemic effects may have counteracted potential beneficial effects of the drug. These effects had not been seen before in trials using subcutaneous administration 14, 15 and with the standard application of the drug in neutropenia (≈10 µg/kg body weight per day subcutaneous). They are possibly related to the intravascular delivery of the protein as well as the high dose used in this trial.
The data regarding the efficacy of G-CSF in rodents are probably the most convincing of any stroke drug candidate that has reached the clinic so far. The negative outcome of this trial deepens concerns that rodent stroke models may be questionable for predicting stroke drug efficacy in humans.
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Conclusions
G-CSF does not improve stroke outcome after 90 days when applied as 3-day intravenous therapy, despite promising preclinical and clinical data. This result strengthens the notion of a principal problem in translating findings from the animal laboratory to clinical stroke patients whose basis is currently not understood. 
AXIS2 Study Organization
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Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (G-CSF) является фактором роста, который исполь-зуется в клинической практике для лечения нейтро-пении, ассоциированной с химиотера пией [1] .
В течение последних 9 лет большое количество данных убедительно свидетельствовало о том, что G-CSF явля-ется мощным нейрональным фактором роста с муль-тимодальными антиапоптотическими, артериогенными и нейрогенными свойствами [2] [3] [4] . Многочисленные данные исследований на животных из разных лабо-раторий и их мета-анализ показали, что G-CSF явля-ется одним из наиболее пер спективных кандидатов для лечения инсульта [5] [6] [7] . В частности, было про-демонстрировано, что лечение G-CSF приводило к улучшению функционального восстановления после инсульта в отдаленном периоде, даже если лечение было отложено на несколько дней [8] . В клиническом испы-тании IIa фазы у 43 пациентов с острым ишемическим инсультом продемонстрировали возможность и без-опасность внутривенного введения G-CSF при остром инсульте [9] . В этом испытании удалось определить, что оптимальный режим дозирования препарата составляет 135 мкг/кг массы тела в течение 72 часов. Цель испы-тания AX200 for Ischemic Stroke 2 (AXIS 2)заключалась в демонстрации клинической эффективности этой дозы при лечении острого ишемического инсульта. 
Дозирование и способ применения препаратов
Эффективность рекомбинантного человеческого G-CSF (Filgrastim; AX200; SYGNIS, Германия) при внутривенном введении в суммарной дозе 135 мкг/кг массы тела в течение 72 часов сравнивали с идентич-ным по внешнему виду плацебо (физиологический раствор). Треть общей суммарной дозы вводили в виде внутривенного болюса (30-минутная инфузия), в то время как остальную часть дозы вводили путем непре-рывной внутривенной инфузии с постоянной скоро-стью в течение 72 часов. Для инфузии исследуемый препарат разводили в 5% растворе декстрозы.
Дизайн исследования: критерии включения и исключения
Основными критериями включения были: исходная оценка по шкале тяжести инсульта Национальных институтов здравоохранения (NIHSS) от 6 до 22 бал-лов, возраст от 18 до 85 лет, временнóе окно ≤9 часов после появления симптомов инсульта и локализация очага инфаркта в бассейне средней мозговой арте-рии. Мы выбрали временнóе окно в 9 часов на осно-ве консенсуса между членами Руководящего совета, с учетом предполагаемого механизма действия G-CSF (нейропротекторные и нейрорегенеративные свойст-ва). Для выявления возможной зависимости эффек-та G-CSF от временнóго окна, заранее определили подгруппы пациентов в соответствии со временем включения и провели регрессионный анализ с фак-тором времени включения. Для включения в иссле-дование были необходимы результаты МРТ. Выбрали минимальный размер очага поражения по данным диффузно-взвешенной МРТ (ДВ-МРТ) в 15 мл, и подсчет вели по следующим правилам: на срезе с наибольшей площадью очага ишемии наибольший диаметр поражения должен быть ≥3 см и должен быть виден на ≥3 последовательных срезах (при толщи-не среза 5 мм). При неприменимости этого правила (например, при неправильной форме или частично разделенных областях ишемии на срезах) пациента можно было включить в клиническое исследование при письменном обосновании исследователя о соот-ветствии указанного пациента критериям включения. Лечение с использованием рекомбинантного ткане-вого активатора плазминогена (рТАП) разрешали при соответствии пациентов всем критериям включения. Основными критериями исключения были: признаки очень тяжелого инсульта, по данным МРТ (окклюзия сонной артерии, поражение более двух третей бассейна СМА, признаки дислокации мозга), наличие геморра-гического или лакунарного инсульта.
Первоначальный протокол изменили для улучше-ния отбора участников после того, как 21 пациент уже был отобран. В соответствии с поправкой, исходная оценка по NIHSS для включения в исследование была снижена с 8 до 6 баллов, допускали участие пациен-тов с ранее проведенным системным тромболизисом, но соответствующих всем критериям включения, как описано ранее.
Организация и проведение исследования
Исследование проводили в 78 европейских центрах, в 51 центре активно набирали участников. Участвовали такие страны, как Австрия, Бельгия, Чехия, Германия, Польша, Словакия, Испания и Швеция. Подробная информация об участвующих центрах и исследователях приведена в таблице 1 (см. дополнительные данные online). Отбор в исследование стартовал в августе 2009 г., а общая продолжительность испытания составила 24 месяца. Врачи, обследовавшие пациентов отно-сительно конечных точек, были обучены и получили сертификат для проведения оценки по модифициро-ванной шкале Рэнкина (мШР) и NIHSS. Для обеспе-чения ослепления, экспертам был запрещен доступ к результатам лабораторных исследований пациентов. Оценку по NIHSS проводили в начале исследования (день 1) и в каждый из следующих 3 дней (дни 2-4); через 90 дней после включения проводили оценку по NIHSS и мШР, рассчитывали индекс Бартел. При поступлении, а затем ежедневно в течение пер-вых 4 дней проводили традиционные лабораторные исследования, рассчитывали лейкоцитарную формулу, определяли уровни цитокинов и G-CSF. Все анали-зы проводили в центральной лаборатории (Clearstone Central Laboratories, Байе, Франция). Независимый комитет по мониторингу данных постоянно контроли-ровал появление серьезных нежелательных эффектов. Кроме того, комитет по мониторингу данных проводил встречи после того, как 25%, 50 и 75% пациентов были отобраны в исследование для изучения неблагоприят-ных событий, изучения данных лабораторных показа-телей и дополнительной медикаментозной терапии.
Визуализация
Данные магнитно-резонансной томографии (МРТ) были получены в начале исследования (визуализация с получением изображений с подавлением сигнала свободной воды [FLAIR], T2, T2*, ДВ-МРТ, 3D-TOF ЭПИДЕМИОЛОГИЯ И КЛИНИКА MRA, перфузионно-взвешенная МРТ [ПВ-МРТ]), а также на 30-й день (FLAIR, T2, T2*). Три незави-симых и ослепленных относительно клинических данных эксперта проводили анализ результатов МРТ с использованием собственной полуавтоматической системы считывания (BioClinica, Лион, Франция). Объемы очагов поражений на ДВ-МРТ и FLAIR были полуавтоматически выделены с помощью инс-трументов сегментации и редактирования. Объемы поражений на ПВ-МРТ получили полуавтоматичес-ки, исходя из MTT карт, путем включения всех пик-селей со средним временем транзита >2 с по сравне-нию со здоровой контралатеральной областью. Зону ПВ/ДВ несоответствия определяли путем прямого вычитания общих объемов очагов поражений на ПВ-МРТ и ДВ-МРТ.
Конечные точки
Первичной конечной точкой было различие в оцен-ке по мШР на 90-й день между пациентами в группах G-CSF и плацебо; вторичной конечной точкой была разница в оценке по NIHSS на 90-й день между паци-ентами в группах G-CSF и плацебо. Основные анализы первичной (оценка по мШР) и вторичной (оценка по NIHSS) конечных точек, а также расчеты мощностей для обеих переменных были основаны на линейной модели. Мы выбрали тип анализа для этих порядковых переменных такой, чтобы: (1) было доступно понима-нию и интерпретации среднее расхождение в баллах по этим шкалам, в отличие от отношения шансов или других показателей, (2) была надежность t-кри-терия для порядковых шкал [10, 11] и (3) было ясным общее увеличение мощности этого подхода. Анализ базы данных VISTA показал значительную степень эквивалентности результатов при линейном и поряд-ковом логистическом регрессионном анализах оценок по мШР [12] . Проходят углубленные дискуссии о допустимости такого подхода [13] [14] [15] . Чтобы пре-дотвратить неверную интерпретацию результатов, мы также провели заранее определенные более консерва-тивные анализы порядковой логистической регрессии для полной и дихотомизированной оценки по мШР (разделение на 0-1/2-6 и 0-2/3-6 баллов).
Испытание обладало достаточной мощностью для обнаружения разницы в баллах оценок по мШР ≤0,45 с 80% вероятностью, на основании мнения экспертов, что различие в 0,5 баллов в оценке по мШР будет иметь кли-нически значимую разницу для исхода после инсульта. Анализ конечных точек проводили с внесением поправок на возраст, оценку по NIHSS в начале исследования и исходный объем очага поражения на ДВ-МРТ [12] . Эта модель статистического анализа повысила мощность обнаружения эффекта путем включения объема очага поражения по ДВ-МРТ по сравнению с ранее использо-вавшимися моделями и привела к тому, что целевой раз-мер выборки составил 328 пациентов. Дополнительные исследовательские анализы были предусмотрены для оценки индекса Бартел, динамики увеличения очага ише-мии, нежелательных явлений, летальности, уровня цито-кинов и гематологических показателей.
Обработка данных и статистика
Отсутствующие значения для шкал клинического исхода были импутированы за счет внесения данных последнего наблюдения при необходимости. Перед процедурой расслепления провели ослепленное изу-чение данных для определения нарушений протоко-ла обработки и состава данных исследования (без-опасный набор, набор данных для полного анализа в соответствии с директивой International Conference of Harmonization guideline E9 [статистические принципы клинических испытаний], а также выборка пациентов, данные которых соответствуют протоколу). Оценка по мШР на 90-й день как переменная первичной эффективности была смоделирована с использовани-ем параметрических наименьших квадратов с группой лечения в качестве основной независимой перемен-ной. Возраст, исходную оценку по NIHSS, исходные log10-трансформированные значения объема очагов нарушения диффузии, и лечение рТАП включены в модель в качестве ковариат. Кроме того, вклю-чили взаимодействие между лечением и рТАП. Дополнительные анализы проводили с помощью логистической регрессии с мШР как порядковой шка-лой. Статистические анализы выполняли с исполь-зованием программного обеспечения SAS 9.1 и JMP 9.0.1 (SAS Institute, Heidelberg, Германия). Значения при р<0,05 (по возможности, 2-сторонним) считали статистически значимыми.
■ РЕЗУЛЬТАТЫ Наборы данных исследования и исходные характеристики В общей сложности в исследование были рандо-мизированы 328 пациентов (рисунок 1). Безопасный набор состоял из 324 пациентов, потому что 4 пациента не получали исследуемый препарат и были исключе-ны из анализа. Набор данных для полного анализа, по принципу анализа в зависимости от назначенного лечения, состоял из 323 пациентов, поскольку у одного пациента, по результатам визуализации, диагности-ровали геморрагический, а не ишемический инсульт. Выборка пациентов, данные которых соответствовали протоколу, состояла из 272 пациентов, 51 пациента исключили из этой выборки, из них у 10 пациентов были исключительно лакунарные инфаркты, у 17 паци-ентов было внутричерепное кровоизлияние в допол-нение к исходному ишемическому поражению и у 9 пациентов был ишемический инфаркт вне бассейна средней мозговой артерии (у 6 -в бассейне передней мозговой артерии, у 3 -в бассейне задней мозговой артерии; эти отклонения определили при проведении централизованной оценки результатов МРТ). Кроме того, у 6 пациентов не было данных о первичной конечной точке (например, утеряны для наблюдения), 4 пациента получили <50% изучаемого препарата; у 3 пациентов была ошибочно выполнена рандомиза-ция или назначено лечение без учета рандомизации, у 1 пациента не было результатов исходной МРТ и у 1 пациента от момента появления симптомов инсульта Демографические данные и специфические харак-теристики инсультов были адекватно распределе-ны между обеими группами исследования, при этом в группе лечения объем поражения на ДВ-МРТ был несколько больше и исходная оценка по NIHSS несколько выше (таблица 1). У пациентов в группе лечения среднее несоответствие ПВ-МРТ/ДВ-МРТ было более значительным.
Лабораторные показатели
В течение первых 4 дней уровень G-CSF соответс-твовал профилю, аналогичному результатам испыта-ния AXIS [9] (рис. 2А). После пикового повышения в первый день произошло снижение до нормально-го уровня на 4-й день. Соответствующая динами-ка гематологических показателей также происходила в ожидаемом диапазоне, со сходным увеличением числа лейкоцитов преимущественно за счет нейтро-филов в группе G-CSF (рис. 2Б). Произошло ожидае-мое увеличение содержания моноцитов (рис. 2В). Как отмечалось в предыдущем испытании AXIS [6] , содер-жание тромбоцитов несколько снизилось в группе G-CSF по сравнению с плацебо (р<0,05), но оставалось в пределах нормы (рис. 2Г).
Относительно сывороточных уровней различных цитокинов, таких как интерферон-γ, ИЛ-1, ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-12, а также фактора некроза опухоли α, лечение G-CSF привело к значительному снижению уровня ИЛ-1, в то время как содержание других цитокинов оставалось стабильным (рис. 3).
Другие контролируемые биохимические парамет-ры крови, такие как концентрация электролитов (Na, K, Ca), значения активированного частичного тромбопластинового времени, международного нор-мализованного отношения, содержание креатинина или креатинкиназы, приведены в таблице 2 в допол-нительных данных on-line. Неожиданной находкой в группе G-CSF оказалось снижение уровня холес-терина липопротеинов высокой и низкой плот-ности (в группе G-CSF содержание общего холес-терина на 4-й день 
Жизненно важные функции и ЭКГ
Неожиданно в группе G-CSF отметили измене-ние параметров гемодинамики. Произошло значи-тельное увеличение частоты сердечных сокращений по сравнению с плацебо (2-й день; группа G-CSF -82,6±1,3 ударов в минуту по сравнению с плацебо -76,0±1,3 ударов в минуту, р<0,05) и снижение уровня среднего артериального давления (САД) (2-й день; группа G-CSF -95,1±1,1 мм рт. ст. по сравнению с плацебо -98,3±1,1 мм рт. ст., р<0,05). Оценка зависимости общего периферического сопротивления, умноженного на объем очага ишемии от САД и частоту сердечных сокращений, также показала значитель-ное снижение на протяжении лечения G-CSF. Кроме того, отметили небольшое, но существенное влияние на пульсовое давление (систолическое и диастоличес-кое артериальное давление; данные не приведены).
Кроме того, неожиданно, в группе лечения наблю-дали небольшое, но значимое общее повышение тем- Уровень артериального давления снизился до значе-ний в группе плацебо на 4-й день после окончания инфузии G-CSF, в то время как изменение частоты сердечных сокращений и температуры тела сохраня-лось в течение 1 дня после окончания G-CSF терапии. Частота встречаемости патологических изменений на ЭКГ была равномерно распределена между груп-пами пациентов, и только в одном случае клинически значимые изменения на ЭКГ зафиксировали в группе плацебо.
Нежелательные явления
Общая частота нежелательных явлений была оди-наковой в группах G-CSF и плацебо (то есть 98% по сравнению с 95% пациентов). Большинство нежела-тельных явлений в обеих группах оценили как легкие или умеренные. Наиболее частыми нежелательными явлениями были инфекционные осложнения (56% vs 53% пациентов в группах G-CSF и плацебо соответс-твенно), запор (22% vs 24%, G-CSF по сравнению с плацебо), гипокалиемия (28% vs 15% -G-CSF по срав-нению с плацебо) и появление лихорадки (32% vs 20% -G-CSF по сравнению с плацебо). Лихорадку зна-чительно чаще диагностировали у пациентов в группе G-CSF (р=0,0163; точный критерий Фишера), как и гипокалиемию (р=0,0068; точный критерий Фишера). 
